Клиническое применение FISH-метода в ранней диагностике поверхностного рака мочевого пузыря by A. Sevankaev V. et al.
В структуре онкологической заболеваемости
России значительную долю занимает рак мочевого
пузыря (РМП). По данным на 1998 г. [1], он зани-
мал 8-е место среди мужчин и 18-е — среди жен-
щин, составляя среди всех онкологических боль-
ных соответственно 4,3 и 1%. В связи с этим проб-
лема ранней диагностики этого тяжелейшего забо-
левания представляется чрезвычайно актуальной
задачей. В настоящее время значительно расшири-
лись возможности диагностирования РМП на ран-
нем этапе его развития благодаря интенсивному
внедрению в клиническую практику последних до-
стижений в области молекулярной биологии, в ча-
стности развития методов молекулярно-генетиче-
ских исследований.
В канцерогенезе РМП, как и многих других
злокачественных опухолей, важнейшую роль иг-
рают количественные и структурные аномалии
хромосом генома опухолевых клеток, которые мо-
гут быть использованы в качестве диагностиче-
ских и прогностических критериев развития забо-
левания. Предпринятые в последнее десятилетие
целенаправленные цитогенетические исследова-
ния позволили определить, какие из хромосом ге-
нома клеток претерпевают изменения при РМП.
По разным наблюдениям, таковыми чаще оказы-
вались хромосомы 1, 3, 7, 8, 9, 11, 17, 18, 20 и др.
[2—4]. Но наиболее часто при РМП встречаются
количественные изменения (анеуплоидии) хро-
мосом 3, 7, 17 и генетические нарушения в локусе
9p21 [2, 4, 5]. Учет этих генетических нарушений
стал возможен благодаря разработке молекуляр-
но-генетического метода анализа хромосомных
нарушений с использованием флуоресцентной in
situ гибридизации (fluorescent in situ
gybridization — FISH) клеток. В настоящее время
разработан и широко используется в клинической
практике за рубежом при диагностике РМП ком-
мерческий набор молекулярно-генетических зон-
дов UroVysion (Vysis, США) для центромер хромо-
сом 3, 7, 17 и генного локуса 9p21. Как показыва-
ет клинический опыт применения FISH-метода,
он значительно повышает эффективность ранней
диагностики РМП. Оказалось, что данный метод
позволяет выявлять опухолевые клетки еще до то-
го, как наличие опухоли возможно будет опреде-
лить с помощью традиционно используемых
в клинике методов диагностики — цитоскопии
и цитологии [5]. К настоящему времени появи-
лось достаточно много работ, в которых был про-
веден сравнительный анализ чувствительности
цитологии и FISH-метода [6—13]. В данных рабо-
тах показано, что чувствительность цитологии не
превышает 50%, в то время как чувствительность
FISH-метода составляет в среднем 85%. Появля-
ются первые сообщения об использовании FISH-
метода при диагностике РМП и в отечественных
клиниках [14].
Целью настоящей работы было проведение
сравнительного анализа молекулярно-цитогене-
тического и гистологического методов исследова-
ния при диагностике поверхностного РМП, степе-
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ни дифференцирования опухоли и ее злокачест-
венности.
Материалы и методы
Обследована группа из 42 первичных больных
(40 мужчин и 2 женщины) с диагнозом карциномы
мочевого пузыря. Возраст обследованных варьиро-
вал от 36 до 74 лет. Стадию заболевания, размер
и число опухолей устанавливали при ультразвуко-
вом исследовании и цистоскопии (см. таблицу).
Гистологические срезы опухолевой ткани толщи-
ной 3—4 мкм были окрашены гематоксилином
и эозином. На светооптическом уровне оценивали
степень дифференцировки опухоли и стадию опу-
холевого процесса в соответствии с требованиями
ВОЗ (2004) [15]. Патологоанатомическая стадия
заболевания устанавливалась согласно Междуна-
родной TNM-классификации злокачественных
опухолей (5-я редакция). Категория Т и степень
дифференцировки опухоли окончательно выстав-
лялись на основании заключений двух независи-
мых морфологов.
Параллельно у этих же пациентов проводил-
ся молекулярно-цитогенетический анализ с по-
мощью FISH-метода в интерфазных клетках слу-
щенного эпителия мочевого пузыря. Образцы мо-
чи (по 33 мл) забирали в пробирки, содержащие
17 мл консерванта (2% полиэтиленгликоль в 50%
этаноле) и центрифугировали в течение 10 мин
при 1000 об/мин с последующей обработкой осад-
ка раствором 1-кратного фосфатно-солевого бу-
фера (1 × PBS). После повторного центрифугиро-
вания клеточный осадок заливали фиксатором
(метанол: уксусная кислота в соотношении 3:1)
и помещали на 30 мин в морозильную камеру
(-20°С). Смену фиксатора с последующим цент-
рифугированием в течение 5 мин при 1000 об/мин
проводили дважды. На предметное стекло нано-
сили от 30 до 120 мкл клеточной суспензии, в за-
висимости от ее плотности. Препараты высуши-
вали в термостате (37°С) в течение ночи. Затем на
препарат наносили по 200 мкл раствора рибонук-
леазы — РНКазы (100 мкг/мл в 2 × SSC) и инкуби-
ровали во влажной камере при 37°С в течение 1 ч.
Далее проводили серию отмывок препаратов: 1 ×
PBS (5 мин), раствор 10% пепсина (5 мин при
37°С), 1 × PBS (5 мин), раствор МgCl2 (10 мин), 1
× PBS (5 мин). После отмывки препараты дегид-
ратировали в 70, 85 и 100% этаноле по 3 мин в ка-
ждом, после чего высушивали.
Молекулярные зонды наносили на препарат
в соответствии с протоколом фирмы изготовителя
(Vysis, США). Анализ препаратов проводили на
флюоресцентном микроскопе Axioplan (Zeiss,
Германия). Для визуализации сигналов использо-
вали соответствующие фильтры DAPI, Spectrum
Red/Green, Spectrum Aqua, Spectrum Gold.
Согласно протоколу фирмы Vysis, анализиро-
вали только морфологически аномальные клетки
(с подозрением на злокачественность), для отбора
которых использовали следующие критерии: боль-
шой размер ядра; неправильная форма ядра; «пят-
нистость» DAPI-окраски; клеточные кластеры
(клетки в кластере, наложенные друг на друга,
не учитываются при подсчете).
Микроскопический анализ прекращали при
обнаружении четырех морфологически аномаль-
ных клеток с увеличенным числом копий двух
или трех промеченных хромосом 3, 7, 17 или две-
надцати клеток с гомозиготной потерей локуса
9р21. При выполнении этих критериев данный
образец считался FISH-положительным, т.е. из-
менения в клетках расценивались как злокачест-
венные [4].
Результаты и обсуждение
У всех 42 пациентов морфологически был
верифицирован папиллярный уротелиальный
РМП. В 14 случаях имел место неинвазивный па-
пиллярный уротелиальный рак низкой степени
злокачественности (Та, low grade). У 10 больных
папиллярной уротелиальной карциномой низкой
степени злокачественности выявлены фокусы
инвазии в подслизистый слой или основу сосоч-
ков (Т1, low grade). В 3 случаях диагностирован
неинвазивный папиллярный рак высокой степе-
ни злокачественности (Та, high grade), в 15 — па-
пиллярный рак высокой степени злокачествен-
ности с фокусами инвазии в подслизистый слой
(Т1, high grade). 
Выполненный FISH-анализ у этих же 42 па-
циентов показал, что у 39 из них результаты оказа-
лись положительными и у 3 человек — отрица-
тельными. Таким образом, у 93% обследованных
с помощью FISH-метода пациентов изменения
в уротелиальных клетках расценивались как зло-
качественные. Полученный результат достаточно
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П а р а м е т р ы  о п у х о л и
Показатель Число больных
Стадия заболевания
Ta 17
T1 25
Число опухолей
1 26
2—7 15
> 8 1
Размер опухоли, см
< 1 2
1—3 29
> 3 11
хорошо согласуется с данными литературы.
У большинства авторов общая чувствительность
FISH-метода, т.е. без учета стадии заболевания
и степени дифференцировки опухоли, колеблется
в пределах 60—100% [4—10, 12]. Однако анализ
данных литературы показал, что для стадий Та
и Т1 в некоторых исследованиях отмечена также
высокая чувствительность FISH-метода (78—93%)
[4, 7, 9, 12], а по сведениям других авторов чувст-
вительность FISH-метода оказалась сравнительно
низкой для стадии Та (26—45%) и несколько выше
для Т1 (45—65%) [6, 8, 10].
Одной из задач данного исследования явля-
лось установление молекулярно-цитогенетиче-
ских критериев степени дифференцировки опухо-
ли при Ta и T1 стадиях заболевания в морфологи-
чески аномальных клетках слущенного эпителия
мочевого пузыря. В качестве такого критерия бы-
ло выбрано наличие гиперплоидии хромосом
в морфологически аномальной клетке (с подозре-
нием на злокачественность), т.е. присутствие в ин-
терфазном ядре более двух копий какой-либо из
промеченных хромосом — 3, 7, 17. В соответствии
с этим критерием для каждого из 42 обследован-
ных пациентов был определен процент морфоло-
гически аномальных клеток с гиперплоидией по
каждой из промеченных хромосом. 
Анализ полученных данных позволил разде-
лить пациентов на 2 подгруппы. В 1-й подгруппе
число морфологически аномальных клеток с ги-
перплоидией промеченных хромосом не превы-
шало 25% (рис. 1), во 2-й подгруппе оно варьи-
ровало в пределах 26—100% (рис. 2). В 1-ю под-
группу вошли 29 пациентов с FISH-положитель-
ным и 3 пациента с FISH- отрицательным ре-
зультатами. Согласно проведенному гистологи-
ческому исследованию данная группа включала
в себя 12 больных с неинвазивным папиллярным
раком Ta стадии (11 с низкой степенью злокаче-
ственности и 1 — с высокой) и 17 пациентов Т1
стадии (10 — с низкой степенью злокачественно-
сти и 7 — с высокой). У 3 больных с FISH-отри-
цательным результатом по данным гистологиче-
ского исследования была определена неинвазив-
ная папиллярная уротелиальная карцинома низ-
кой степени злокачественности (Та, low grade).
Во 2-ю подгруппу вошли 10 пациентов с FISH-
положительным результатом, у которых по ре-
зультатам гистологического исследования были
установлены опухоли высокой степени злокаче-
ственности, из них 2 больных с Ta стадией и 8 —
с T1 стадией.
Сравнительный анализ результатов молеку-
лярно-цитогенетического и гистологического
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Рис. 1. Частота клеток с гиперплоидией хромосом 3, 7, 17, не превышающая 25%, у пациентов с папиллярным 
уротелиальным РМП. Ta low — пациенты с Ta стадией заболевания и низкой степенью злокачественности опухоли. 
Ta high — больные с Ta стадией заболевания и высокой степенью злокачественности опухоли. T1 low — пациенты 
с T1 стадией заболевания и низкой степенью злокачественности опухоли. T1 high — больные с T1 стадией заболевания 
и высокой степенью злокачественности опухоли. FISH «-» — группа пациентов с отрицательным FISH-анализом, 
FISH «+» — больные с положительным FISH-анализом
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методов исследования показал, что в группе па-
циентов, у которых доля морфологически ано-
мальных клеток с гиперплоидией промеченных
хромосом 3, 7, 17 не превышала 25%, гистологи-
чески преобладала низкая степень злокачествен-
ности опухоли — 75% больных. В остальных 25%
случаях гистологически определялся папилляр-
ный уротелиальный рак высокой степени злока-
чественности. Во 2-й группе больных, в которой
число морфологически аномальных клеток с ги-
перплоидией промеченных хромосом 3, 7, 17
варьировало от 26 до 100%, у всех (100%) пациен-
тов гистологически определялись опухоли высо-
кой степени злокачественности. В основу клас-
сификации ВОЗ (2004) положены генетические
изменения в клетках опухоли. Большинство не-
инвазивных уротелиальных опухолей высокой
степени злокачественности и инвазивные карци-
номы являются генетически нестабильными но-
вообразованиями. Результаты нашего исследова-
ния подтверждают это. Наблюдаемый во 2-й об-
следованной группе больных высокий уровень
генетических изменений (гиперплоидия проме-
ченных хромосом 3, 7, 17 от 26 до 100%) в морфо-
логически аномальных клетках соответствует, со-
гласно гистологическому исследованию, высо-
кой степени злокачественности уротелиальной
опухоли и наличию ее инвазии.
Подгруппа пациентов с низким уровнем ге-
нетических изменений (до 25% опухолевых кле-
ток с гиперплоидией хромосом 3, 7 и 17) оказа-
лась разнородной. По данным гистологического
исследования, в этой подгруппе преобладали
больные с опухолями низкой степени злокачест-
венности, которые, по класси-
фикации ВОЗ (2004), соответ-
ствуют генетически стабиль-
ным новообразованиям. Одна-
ко почти половина из них (10 из
22) имели микрофокусы инва-
зии в подслизистый слой или
основу сосочков. Кроме того,
в этой группе в 5 случаях опухо-
ли морфологически верифици-
ровались как папиллярный рак
высокой степени злокачествен-
ности. Возможно, это связано
с неоднородностью категории
папиллярных уротелиальных
раков высокой степени злока-
чественности, часть из которых
демонстрирует преимуществен-
но морфологическую картину
карциномы низкой степени злокачественности,
однако с наличием участков с признаками высо-
кой степени злокачественности. В такой ситуа-
ции при гистологическом исследовании, по ре-
комендациям ВОЗ, устанавливается карцинома
высокой степени злокачественности. 
Таким образом, при использовании предло-
женного нами критерия молекулярно-цитогене-
тических нарушений — гиперплоидии промечен-
ных хромосом 3, 7 и 17 в морфологически ано-
мальных клетках слущенного эпителия мочевого
пузыря — представляется возможным достаточно
точно определять генетически нестабильные уро-
телиальные опухоли высокой степени злокачест-
венности на стадиях заболевания Ta и T1, кото-
рые характеризуются более агрессивным развити-
ем. При уровне гиперплоидии промеченных хро-
мосом меньше 25% определить степень злокаче-
ственности и стадию процесса молекулярно-ци-
тогенетическим методом пока не представляется
возможным. Выявленная при гистологическом
исследовании разнородность этой группы пред-
полагает поиск новых молекулярно-цитогенети-
ческих критериев для дифференциации опухолей
с разной степенью злокачественности и стадии
развития.
В настоящее время нами продолжается по-
стклиническое наблюдение за данными больны-
ми. Каждые 3 мес проводится цитоскопическое
обследование этих пациентов и осуществляется
забор образцов мочи на FISH-анализ. Получен-
ные результаты позволят оценить возможности
FISH-метода в раннем выявлении рецидивирова-
ния опухоли. 
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Рис. 2. Частота клеток с гиперплоидией хромосом 3, 7, 17, 
превышающая 25%, у пациентов с папиллярным уротелиальным РМП
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Значение и объем тазовой лимфаденэктомии 
в лечении больных раком мочевого пузыря
С.Б. Петров1, В.Д. Король1, С.А. Рева1, М.В. Кириченко2
1Военно-медицинская академия им. С.М. Кирова; 2НИИ онкологии им. проф. Н.Н. Петрова, Санкт-Петербург
IMPORTANCE AND EXTENT OF LYMPH NODE DISSECTION 
IN THE TREATMENT OF PATIENTS WITH BLADDER CANCER
S.B. Petrov1, V.D. Korol1, S.A. Reva1, M.V. Kirichenko2
1S.M. Kirov Military Medical Academy, 2Prof. N.N. Petrov Research Institute of Oncology, St. Petersburg
Purpose: The benefit of pelvic lymph node dissection in patients with bladder cancer remains controversial. We have compared these meth-
ods of dissection in regard to the following parameters: number of extracted lymph nodes, frequency and location of identifiable metastases,
complications rate, and time before development of relapses. Also we have estimated influence of clinical and intra-operative regional
changes on a choice of a extent of lymph node dissection.
Materials and methods: Analysis included data on 59 patients who underwent radical cystectomy for bladder cancer between 2002
and 2008. Extended lymph node dissection was carried out in 18 patients (30,5%), and limited lymph node dissection — in 41 (69,5
%) patients. 
Results: The average quantity of removed lymph nodes was 11,2 in cases of limited and 20,8 — in cases of extended lymph node dissection.
Consequently, the number of revealed metastases has increased from 21,9 to 33,3%. Complex estimation of preoperative and intraoperative
data has demonstrated the greatest efficiency in diagnostics of changes in lymph nodes. Among perioperative complications only frequency
of lymphorrhea has appeared to be higher in patients after extended lymph node dissection. Disease-free survival rate was 9,8 months (9,4
in cases of limited and 10,1 — in cases of extended dissection). 
Conclusions: Extended pelvic lymph node dissection should be recommended as a component of radical cystectomy with diagnostic and,
probably, with the therapeutic purpose, especially in patients with suspicion for lymph nodes involvement arisen pre- and/or intra-opera-
tively. Both clinical examination and intra-operative and qualitative pathomorphologic evaluation of regional lymph nodes are very impor-
tant for full value staging of bladder cancer.
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